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論文内容の要旨
タカアミラーゼ A(TAA) を p- フェニルアゾベンゾイル化 (PhAB化)して得られる修飾酵素フェ
ニルアゾベンゾイルタカアミラーゼ A(PhAB-TAA) は仰tive な酵素と比べてフェニル ι マルトシ
ダーゼ活性は 2 倍以上に増加し，アミラーゼ活性はほとんど消失すると報告されている。そこでPhAB­
TAA の特異的な酵素作用をさらに追求し，そしてそのことから TAA の活性部位の検索を行った口先
ずTAA と PhAB-TAA の基質結合様式の比較を行った。フェニル ι マルトトリオシドを基質にした
場合に PhAB-TAA の基質結合様式は TAA とは異ったが，マルトペンタイトールを基質にした場合
は変化がなかった。そこでこの結果を使って TAA の PhAB 化によるフェニル αーマルトシダーゼ活
性の上昇機構の検討を行った。酵素とフェニル r マルトシドの結合様式には 1 つの productive な結
合の他に rwnproductive な結合様式があると考えられる。フェニル ι マルトリオシドの結果よりの類
推として，フェニル ι マルトシドの TAA への結合様式も PhAB 化により rwnproduc tive な結合様式
の少なくとも 1 つが productive な結合様式に移行し，その結果 PhAB-TAA のフェニル ι マルトシダ
ーゼ活性が TAA に比べて 2.5倍にも上昇したと考えられる。 PhAB 化による TAA の基質結合様式の
変化は基質のフェニル基と酵素に結合した P- フェニルアゾベンゾイル基 (PhAB基)の聞に働く特
異的な相互作用によるものと考えるのが妥当であろう。それはフェニル基を持たない基質であるマル
トペンタイトールの場合には結合様式が変わらなかったことからも言える。このような PhAB-TAA
の特異的な作用は活性部位近傍に結合した PhAB 基のためと考えられるが，この PhAB 基は PH6.0 ，
0-40C で PhAB-TAA を保存してむくと時間の経過とともに酵素より脱離し，それに伴って酵素作用
は TAA の作用に戻った。この事より PhAB 基が結合しているアミノ酸残基はチロシン残基と予想さ
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れるが，それをヒドロキシルアミンを使って調べた。新しく調製した PhAB-TAA に PH6.5 ， 20 oC で
ヒドロキシルアミンを作用させ，酵素作用の変化を調べた。ヒドロキシルアミン処理により PhAB基
が一部酵素より脱離し，それに伴って酵素作用も TAA の作用に近づいた。この事より，酵素作用に
影響を及ぼしている PhAB 基は TAA 中のチロシン残基とエステル結合していると考えられる。次に
この PhAB 基が活性部位のどのサプサイトに位置しているかをフェニル ι マルトシドを基質にし，
マルトトリイトールをアクセプターとする糖転移反応を利用して調べた。その結果 TAA に比べPh­
AB-TAA はほとんど糖転移を起こさなかった。この事は PhAB 基がアグリコン結合部位のいずれか
のサブサイトに住置し，アクセプターが結合できなかったことを示している。
論文の審査結果の要旨
酵素の触媒作用を化学的に理解するため酵素分子の構造の一部を変化(修飾)し，それに伴って触
媒作用が如何に変化するかを追跡するのは一つの有力な方法である。大道君はこの手法により，タカ
アミラーゼを phenylazobenzoyl 化した際生じる酵素活性の変化を追跡し， phenylmαltotrios ide の如く芳
香核を有する合成基質に対して，修飾酵素は基質の結合様式を変化することを証明し，この結合様式
の変化は，酵素分子に導入した芳香核 phenylazobenzoyl 基と基質中の phenyl 基との相互作用に基くも
のと推論した D また，酵素分子に導入された phenylazobenzoyl 基は o oC ，中性附近の PH で徐々に， 20
oC , PH6.5でヒドロキシルアミンによっては速かに離脱することを見出し この離脱に伴い酵素活性
は仰tive の酵素活性に復元すること等から，修飾基の導入位は，酵素の活性部位の近傍に位置する t­
yrosine 残基であると推論した。
以上の如く本論文は酵素活性の変化から酵素の構造の一部を推定したもので理学博士の学位論文と
して十分価値あるものと認める。
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